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(54) Tllre: COMPOSITION CONTENANT DES ACIDES NUCLEIQUES, PREPARATION ET UTILISATIONS 

(57) Abstract 

Compositions containing one or moit nucleic acids and cationic polymers, and their use in gene therapy, particularly for in vivo 
nucleic acid transfer. 

(57) Abr^ 

La pr6sente invention conceme des compositions comprenant au moins un acide nucl6tque et un polymftre cationique, et leur utilisation 
en th^rapie g^nique, notanunent pour le transfert in vivo d'acides nucldiques. 
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roMPOssinoN contenant pes acides nucletoues, 
PREPARATION ET UTILISATIQNS 

La pc^seate mveation conoeme des compositions k base d*addes imcl6iques» 
leur preparation et leur titilisatioit Pltis particuli&pement die oonoeme des 
5 compositions comppenant au moins un adde nuclSique et certains polymdies 
cationiques, et leur utilisation pour le transfert d^addes nudeiques dans les cellules, 
notamment en therapie g6nique. 

La therapie g&iique consiste a corriger une d^fidence ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc) ou k assurer Texpcession dWe prot6ine d*int&rgt 

10 therapeutique par introduction d'lme information g^6tique dans la cellule ou Torgane 
affects* Cette information g6n6tique peut etre introduite soit in vitro dans une cdlule 
extraite de I'organe, la cellule modifi6e etant alors reintroduite dans Torganisme, soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. Diff6rentes techniques ont 6t6 decrites 
pour le transfert de cette information gSnStique, parmi ksquelles des techniques 

15 diverses de transfection impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran 
(Pagano et al., J.Virol. 1 (1967) 891), d*ADN et de prot6ines nucl6aires (Kaneda et aL, 
Science 243 (1989) 375). d'ADN et de lipdes (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), 
d'ADN et de poiylysine, Templd de liposomes (Fraley et al., J3ioLChem* 255 (1980) 
10431), etc. Plus rteemment, Templd de virus comme vecteurs poixr le transfert de 

20 genes est apparu comme une alternative frometteuse i ces techniques 
physicodiimiques de IransfectioiL A oet 6gard, differents virus ont ii& testes pour leur 
capacite h infecter certaines populations cellulakes. En particulier, les retrovirus (RSV, 
HMS, MMS, etc)» le virus HSV, les virus adeno-associ6s, et les adenovirus. 

Toutefois, les tedmiques d6velopp6es jusqu*a i^sent ne permettent pas de 
25 resoudre de maniere satisfaisante les difficultes liees au transfert de gbnes dans les 
cellules et/ou Torganisme. En particulio:, les probldmes li6s a la penetration de Tadde 
nudeique dans les cellules ne sont pas entidrement rteoius. En efifet, la nature 
polyanionique des addes nuclSiques, notamment, previent leur passage & travers les 
memhraqes oellulaires. STil a montre que les addes nudeiques nus sont capables de 
30 traverser la membrane plasmique de certains types cellulaires in vivo (voir notamment 
la demande n° WO90/11092), T^cacite de transfection reste assez faible. De plus, les 
addes nucieique nus ont une demi-vie plasmatique oourte, en raison de leur 
degradation par les enzymes et de leur elimination par les voies urinaires. Par ailleurs. 
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si les virus recombinants permettent dameliorer TeMcacitS de transfert des acides 
nucleiques. leur emploi presente certains risques tels que la pathogenicity, la 
transmission, la replication, la recombinaison, la transfcxmation, rimmunogenidt^, 
etc. De plus, leur {^eduction selon les normes de Bonne Pratique de fabrication 
5 pr§sente certaines diff icultes. 

La presente invention c^pwte une solution avantageuse k ces differents 
probldmes. La demanderesse a en effet montre que certains polymdres cationiques 
possMent des fTOpri6t6s paiticuliStement avantageuses pour le transfeit decides 
nucleiques dans les cellules, in vitro comme in vivo* En outre, ces polymdres 
10 |»esentent Tavantage d*Stre facilement aocessibles et peu couteux. LHitillsation des 
polymeres cationiques selon Tinvention permet egalement d*6viter les inoonv6nients li& 
a rempld de vecteurs viraux (dangers potentiels, taille limit6e du gene transfere, pnx 
eievS, etc)« 

Plus particuli^rement, la pr&sente invention r^ide dans la mise en Evidence 
15 des propiet^s transfectantes des polymgres de formule 0) : 




(I) 



danslaquelle 

- R peut gtre tin atome dliydrog^e ou tm groupe de formule 

20 *1 

-nestunnombreentierc<xniHisentre2et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

etant entendu que la somme p4q est telle que le pdds molSculaire moyen du polym^ 
25 soit compris entre 100 et 10*^ Da. 

n est entendu que, dans la formule (I) la valeur de n peut varier entre les 
diff^rents motife p. Ainsi, la formule (I) regroupe i lafds les homopolym^res et les 
h&^opolymdres. 
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Un premie ohjet de rinventidn reside done dans une composition comprenant 
au nioins tm adde nud^ique et un polym&re cationique de formule g&nerale (I) telle 
que definie d-^iessus. 

L*inventioafL oonoeme Sgalement IHitilisatian des polymeres catiooiques de 
5 f ocmule (D pour le transf ert d*addes nud§iques dans les cdlules. 

nus pr)6f&entiellement dans la formule CD, n est ocxnpris entre 2 et 5. En 
particulier, les polymdres de poly^tl^lene tmine (PEI) et polypcopyl^ imine (PPI) 
pc6seatenX des propri6t6s tout i fait avantageuses. 

Les polymtes pt€f6t€s pour la mise en oeuvre de la piesente invention sont 
10 oeux dont le pcnds mdteulaire est compris entre 10^ et 5.10^. A titre d'exemple, on 
peut dter le polygftyl^ imine de pdds mol§culaire moyen 50 000 Da (PEI50K) ou 
le polySthylgne imine de poids mol6cuIaire moyen 800 000 Da (PEI800K). 

Les polym&es utilises dans le cadre de la piesente inventicm peuvent Stre 
obtenus de difftentes manidces. Us peuvent tout d'abord Stre synfliigtis6s 

15 diimiquement & partir du monomdce conespondant, en conditions de polymerisation 
anicHiique (par exenq)le potymkisation de T^yltoe immine), ou par reduction de 
pdyamides obtenus par polycondensalion de diacides avec des diamines, ou encore 
par reduction dimines obtenues par polyoondensation de diald6hydes avec des 
diamines. Par ailleurs, un certain nombre de ces polymeres sont accessibles 

20 commerdalemmt, tels que notamment le PEI50K ou le PEI800K. 

Pour obtenir un effet opdmum des compositions de Tinv^on. les 
proportioiis respectives du polymdre et de I'adde nud^tque sont de pr§f&ence 
d6termin6es de sorte que le rapport molaire R s amines du polymdre / phosphates de 
Tadde nud&que soit cmipris entre 0,5 et 50; plus pr§f6rentiellement entre 5 et 30. 
25 Des r§sultats tout particulitement avantageux sont obtenus en utilisant de 5 & 15 
equivalents damines de polymte par charge dadde nucl6ique* Ce rapport peut bien 
entendu etre adapts par l*honune du metier en fonction du polym^ utilise, de la 
presence dun adjuvant (voir d-apcds), de Tadde nud§ique, de la cellule cible et du 
mode d*administration utilise. 

30 Dans les compositions de la pr§sente invention, Tadde nucl6ique peut £tre 

aussi tnea un adde d6$oxyribonucl6ique qu'un adde libcmucl^ique. U peut s'agir de 
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sequences d*origine naturelle ou artificielle, et notamment d*ADN genomique, 
d'ADNc. d'ARNm. tfARNt, d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
syntfaStiques ou semi-syntfaetiques. En outre» Tacide nucl&que peut avoir une taille 
tr^ variable, allant de roligonuclSotide au chromosome. Ces acides nucI6iques 

5 peuvent dtre d^origine humaine, animale, v6g6tale» bact^enne, virale^ etc. Us peuvent 
etre obtenus par toute technique oonnue de l*honune du m6tier, et notanunent par 
criblage de banques, par synthase chimique, ou enocxe par des m^fliodes mixtes 
incluant la modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage 
de banques. lis peuvent par ailleurs gtre incorpores dans des vecteurs, tels que des 

10 vecteurs plasmidiques. 

Gmcemant plus particulidrement les acides desoT^bonuclSiques. ils peuvent 
etre ample ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
th^peutiques* des s6quences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
sequences antisens, des regions de liaison a d*autres composants cellulaires, etc. 

15 Au sens de Tinventicxi, on entend par g^ &6rapeutique notamment tout 

gene codant pour un produit prot6ique ayant un ^et tii6rapeutique. Le produit 
pcot6ique ainsi ood§ peut §tre une protSine, un peptide, etc. Ce {»oduit pfoteique peut 
etre homologue vis-i-vis de la cellule cible (c*est-&-dire un prodxiit qui est 
normal^nent exprim6 dans la cellule dble lorsque celle-ci ne {K^sente aucune 

20 pathologie). Dans ce cas, Texf^ession d*une proteine permet par exemple de pallia k 
une expression insuffisante dans la cellule ou k re>q>ression d*une prot6ine inactive ou 
faiblement active en raison d'une modification, ou encore de surexprimer ladite 
prot6ine. Le g^ th&Bpeutique peut aussi coder pour un mutant d'lme protgine 
cellulaiie, ayant tme stability accrue, une activite modifite, etc. Le produit prot6ique 

25 peut 6galement £tre h6t6rologue vis-a-vis de la oelltde cible. Dans ce cas, une 
proteine e^qirimee peut par exemple completer ou apporter tme activity d6ficiente 
dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimiiler une r&ponse 
inununitaire. Le g&ie th^peutique peut 6galement coder pour tme proteine s6cr&t6e 
dans I'organisme. 

30 Parmi les prodtuts th6rapeutiques au sens de la pr§sente invention, on peut 

citer plus particulidrement les enzymes, les derives sanguins, les hcmnones, les 
lymphokines : interleukines, interf&ons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissanoe, les neurotransmetteurs ou leurs pr&curseurs ou enzymes de synth^, les 
facteurs tiophiques : BDNF, CNTF. NGF. IGF, GMF, aFGF. bPGF. NT3, NTS, 

35 HARP/pl6iotrophine, etc; les apoUpoprot6ines : ApoAI, ApoAIV, ApoE. etc (FR 93 
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05125)» la dystrophine ou une miniciystrophine (FR 9111947). la prot^ine CFTR 
associee k la muooviscidose. les g&tes suppresseurs de tumeurs : p53» Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc (FR 93 04745)» les giaes codant pour des facteurs impliqu^ dans la 
coagulation : Facteurs VU, Vm, IX, les g^nes intervenant dans la riparation de 
5 TADN, les g^es suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), etc 

Le gdne Ih^rapeutique peut 6galement Stre un gbae ou une sequence 
antisens, dont TeTqxessicm dans la cellule cible permet de contrdler TeTq^ession de 
genes ou la transcription d*ARNm cellulaires. De telles s6quences peuvent. par 
exemple, Stre transcrites dans la cellule cible en ARN complSmentaires d'ARNm 
10 cellulaiies et bloquer ainsi leur traduction en proteine. selon la technique dScrite dans 
le brevet EP 140 308. U peut s'agir aussi d*oligonucl§otides synthetiques, 
eventuellement modifies (EP 92 574). Les antisens comprennent Sgalement les 
sequences codant pour des ribozymes. qui sont capables de d^truire s^ectivement des 
ARNcibles(EP 321 201). 

15 Conune indiqu6 plus haut. Tacide nucl§ique peut ^galement oomporter un ou 

plusieurs genes codant pour un peptide antig^nique. capable de generer chez Thomme 
ou Tanimal une fi§ponse immunitaire, Dans oe mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention pmnet done la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunoth§rapeutiques appliques k l*homme ou i Tanimal, notamment contre des 

20 mioxxsrganismes. des virus ou des cancers. II peut s*agir notamment de peptides 
antigeniques specif iques du virus d'E^stein Barr, du virus HIV, du virus de Iliepatite 
B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore q>ecifiques de tumeurs (EP 
259 212). 

Pc6f6rentiellement, Tadde nud^ique comprend ^alement des s6quences 
25 permettant Texpres^on du g^ tii6rapeutique et/ou du g^ codant pour le peptide 
antig6nique dans la cellule ou r<M*gane d6sir§. H peut ^agir des s6quenoes qui sont 
naturellement responsables de re?qxessicm du gdne consid6r6 locsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectte. U peut 6galement s'agir de 
sequences d*ori^ne diff&ente (responsables de Texpression d'autres prot^ines, ou 
30 m&me synth^tiques). Notamment, il peut s'agir de s6quences promotrices de g^nes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s*agir de s^uences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton d6^ infecter. De m&me, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du gteome d'un virus. A cet 6gani, on peut cit^ par exemple les 
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ptomoteurs des genes ElA. MLP/ CMV, RSV, etc. Ea outre, ces sequences 
d*e>q>ressiQn peuvent §tre modifi6es par addition de sequences d*activation, de 
regulation, ou permettant une e>q>ression tissu-sp6cifque* 

Par ailleurSt Tadde nucl^ique peut egalement compoiter, en particulier en 
5 amont du g&ie th^rapeutique, une sequence signal dirigeant le produit thferapeutique 
synth6tisS dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence signal peut 
etre la sequence dgnal natuielle du produit thfirapeutique, mais il peut dgalement 
s*agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d\me sequence signal 
artificielle. 

10 Par ailleurs encore, Tacide nucl6ique peut Egalement oomporter» en 

pardculier en amont du gbne th6rapeutique, une sequence dirigeant le {»oduit 
thenqpeutique synth6tis6 vers un compartiment cellulaire pr&f6rentiel, conune une 
s6quence de localisation nucl^aire. 

Les compositions selon Tinvention peuvent etre utilis6es telles quelles ou en 
15 associaticm avec d'autres composes. Ainsi» dans un mode particulier de mise en 
oeuvi«» les compactions selon la pr^sente invention comi^enent en plus un adjuvant 
csqpable de s'assoder au complexe polym^e/acide nucl6ique et dam^liorer le pouvoir 
transfectant La demanderesse a en effet montr6 que le pouvoir transfectant des 
compositions de I'invention peut gtre encore amSliorS en p:i&sence de certains 
20 adjuvants (lipides. prot6ines, lipopolyamines» polymdres synthetiques par exemple), 
capables de s'assoder au c(»nplexe polym^re/acide nucl6ique. Comme le montrent les 
exemples de la pr§sente demande, cette amelioration se manifieste aussi bien in vitro 
que in vivo. 

Les adjuvants utilis6s j»€f6rentiellement dans les compositions selon 
25 rinvention sont des lipides cationiques (compc^tant une ou plusieurs charges 
cationiques dans leur partie polaire) ou des lipides neutres« 

Concraumt les Iqndes cationiques, il peut si*agir plus particulidrement de 
Upopolyamines. c*est-i-dire de toute m616cule amphiphile ccHnprenant au moins une 
ri^on hydrophile polyamine et une r6gic»i lipophile li6es covalamment entre-elles par 
30 un bras diimique. Avantageusement, la r6gian pdyamine des Itpopolyamines utilises 
dans le cadre de Tinvenlion r^pond & la formule g6n^e H2N-(.(CH)ni-NH-)i-H dans 
laqueUe m est tm nombce entier sup6rieur ou 6gal ft 2 et 1 est un rx)mbre exai& 
sup6rieur ou 6gal ft 1, m pouvant varier entre les diff^rents groupes de carbone 
compris entre deux amines. PrSfSrentiellement, m est compris entre 2 et 6 
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inclusivement et 1 est ccmipris entce 1 et 5 inclusivfflient Encore plus 

pc6f6centiellement» la region polyamine est repi6sent6e par la spermine ou un analogue 

de la spermine ayant conserve ses propriet^s de liaison a TADN. 

La i6gioa Iqxyphile peut dtre une ou plusieurs chahies hydrocarbontes« 
5 saturees ou non, du cholest6col, un l^ride naturel ou un Iqpide synth&tique capahles de 

fonner des phases lameUaires ou h^xagonales. 

Avantageusement, on utilise dans le cadre de la pr6sente invention des 

lipopolyamims telles que d6finies dans la demande de hr&vet EP 394 111. Cette 

demande dScrit 6galement un ptookde utilisaUe pour la preparation de ces 
10 lipopolyamines* De mani&e particulidrement avantageuse, on utilise dans le cadre de 

rinvention la dioctadScylamidoglycyl spanmine (DOGS) ou la S-carboxyspermylamide 

de la palmitpylphosphatidyleihanolamine (DPPES). 

D'autces adjuvants particulidrement pref6r&s pour la realisation des 

compositions de Tinvention sont repc6sent§s par les liindes neutres. L'utilisation de 
15 lipides neutres est particuli^ment avantageuses Icxsque le rapport de charges R 

(amines/pho^hates) est faible. Plus preferentiellement, les Iqndes neutres utilises 

dans le cadre de la pr6sente invention sent des lipides a 2 chaines grasses* 

De mani^re particulierement avantageuse» on utilise des lipides naturels ou 

syntfa^tiques, zwitterioniques ou d6pourvus de charge ionique dans les conditions 
20 physiologiques. H peuvent Stre choisis plus particulidmnent parmi la 

dioleoylphosphatidyiahanolamine (DOPE) , le olfoyl-palmitoylphos- 

phatidyiethanolamine (POPE), le di-stiaroyU -palmitpyU -mirystoyl 

phosphatidyl^thanolamine ainsi que leurs d^rivS N-ni6tfayl6s 1 & 3 fois; les 

phosphatidylglycerols* les diacylglyo6rals, les glycofiyldiacylglyc€n>ls» les 
25 c^bfosides (tels que notamment les galactoo6r§bposides), les sphingolipides (tels 

que notamment les sphingomy^iines) ou encore les asialogangliosides (tels que 

notamment les asialoGMl et GM2). 

Ces diff^rents lipides peuvent gtre obtenus soit par syntfa^, soit par 

extraction & partir d'organes (exemple : le oerveau) ou d*oeufs, par des techniques 
30 classiques bien connues de l^uunme du m6tier. En particulier, I'extraction des lipides 

naturels peut 6tre r6alisee au moyen de solvants organiques (voir ^galement 

Lehninger» Biodiemistry). 

Pr6f Srentiellement, les compositions de Tinvention comprmnent, en plus du 
35 polym^ cationique dans les rapports citSs ci-avant, de 0,1 & 20 Equivalents molaires 
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d*adjuvant pour 1 Equivalent molaire de phosphate de I'adde nucl6ique, et, plus 
pref&entieUement, de 1 & 5. 

Dans un mode de realisation particulidrement avantageux, les compositions 
5 de la prfesente invention oomprennent un Element de ciblage permettant d'orienter le 
transfert de Tacide nuclEique. Cet Element de ciblage peut £tre un SlEment de ciblage 
extracellulaire, permettant d'orienter le transfert de Tacide nuclEique vers certains 
types cellulaires ou certains tissus souhaitEs (cellules tumorales, cellules hepatiques» 
cellules hEmatopoiEtiques, etc). II peut Egalement s*agir d\m Element de ciblage 

10 intraoellulaiie, permettant d*<nrater le transfert de Tacide nucleique vers certains 
compartiments celltdaires privilEgiEs (mitochondries, noyau, etc). 

Plus prEfErentieUement. V&tment de ciblage est UE, de mani^ covalente ou 
non covalente, au polymdre de formule (I). La liaison peut notamment etre obtenue 
par interaction ioniqtte avec les anunonium, ou par attaque nuclEophile des amines du 

15 polymEre sur des ElEments de ciblage compc^rtant un groupement nuclEofuge 
(halogEnei tosylate, etc), un ester activE (hydioxysuccinimide. etc) ou encc^e un 
isothiocyanate. L*ElEment de ciblage peut Egalement Etre liE & I'acide nuclEique. 

Panni les El^ents de ciblage utilisables dans le cadre de Tinvention, on peut 
citer les sucres, les peptides, les oligonuclEotides ou les lipides. PrEfErentiellement^ il 

20 s*agit de sucres et/ou peptides tels que des antic(^ ou fragments d*anticorps, des 
ligands de lEcepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des recepteurs ou 
fragments de rEcepteurs, etc. En particulier, il peut s*agir de ligands de rEcepteurs de 
facteurs de croissance, de rEcepteurs de cytokines, de recepteurs de lectines 
cellulaires ou de rEcepteurs de protEines d'adhEsion. On peut Egalement citer le 

25 recepteur de la transfErine, des HDL et des LDL. L'ElEment de ciblage peut 
Egalement Etre un Sucre permettant de cibler les rEcepteurs asialoglycopx>teiques, ou 
encore un fragment Fab d*anticorps permettant de cibler le rEcepteur du fragment Fc 
des immunoglobulines. 

Les compositions selon Tinvention peuvent etre focmulEes en vue 
30 d'administrations par voie topique, cutanEe, orale, rectale, vaginale, parentErale, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanEe, intraoculaire, 
transdermique, etc. De prEfErence, les compositions phamuoeutiques de Tinvention 
contiennent un vEhicule pharmaceutiquement acceptable pour ime formulation 
injectable, notamment pour une injection directe au niveau de Torgane dEsirE, ou pour 
35 tme administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse), II peut s'agir en 
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particulier de solutions st^es» isotoniques» ou de compositions s^es, notamment 
lyophilis6es, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de s^rum physiologique, 
perm^tefit la oonstitutioa de solutes injectables. Les doses d*acide nucleique utilis6es 
pour rinjection ainsi que le nombre d'administratians peuvent €tre adaptees en 
5 fonction de diff&ents paramdtres» et notanun^t en fonction du mode 
d'administration utilis6, de la patfiologie conoem6e, du gkte k expimer, ou encore de 
la durte du traitement lecheichte. 

Comme indiqu§ ci-avant, les compositions selon I'invendon peuvent €tre 
utilis6es pour le transfert d'acides nuclSiques dans les cellules in vivo, in vitro ou ex 

10 vivo. En particulier, les exemples montrent que les polymgres cationiques de 
I'invention peuvent §tre utilises pour transf6rer de manite tr^ efficace des addes 
nucleiques dans de nombreux types oellulaires, et en particulier dans certains types 
cellulaires habituellement difficiles & tran^ecter. Parmi les lypes cellulaires testes on 
peut citer notamment les fiteoblastes, les cellules hSpatiques, les carcinomes, les 

15 cellules r§nales et les neurones. En outre, les exemples pr6sent6s ci-^irte illustrent 
^galement Tefficacitfe des polymdres de Tinvention pour le transfert de gftnes in vivo. 
Les r&sultats obtenus avec les vecteurs de Finvention sont sup&ieurs k oeux observes 
dans les m&mes conditions avec d*autres agents de transf ection, et d^montrent ainsi 
les potentialitSs 61ev6es des compositions de Tinvention* 

20 La i»6sente invention foumit notamment une m6thode particulierement 

avantageuse pour le traitement de nudadies, comprenant Tadministration in vivo d*un 
acide nucl6ique apte k oomg/st ladite maladie associ6 k m polymto cationique tel 
que d&Gsd ci-avant Plus pardculi^mnent, cette m^thode est applicable aux maladies 
resultant d*une d6ficienoe en un pxxiuit prot6iqtie ou nticl6ique et Tadde nucl^que 

25 administr§ code pour ledit produit fxotdique ou contient ledit (»xxiuit nucleique. 

Les compositions ptharmaceutiques de I'invention constituent ainsi des outils 
particulidrement avantageux pour radministration et le transfert d*acides nud^iques in 
vivo. 

La pr§sente invention sera plus compldtement d6crite k Taide des exemples 
30 qui suivent. qui doivmt §tce oonsid&ngs comme illustrattf s et non limitatif s. 

L^ende des figures : 
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Figure 1 : Efficacite de transfection du PEI800K a pH7 en foncticm du rapport R 
(amines du polymte / fdiosphates de Tacide nucleique). 

Figure 2 : Efficacit6 de transfection du PEI800K i pH6 en fonction de la quantit6 
tfADN. 

5 Hguie 3 : Efficacite detransfecdonduPEI800K&pH6 en fonction 
Figure 4 : Efficactt6 de transf ecticn du FEI800K en f oncdon du pH 
Figure 5 : Craiparaison entre le PEI800K et la polylysine 
Figure 6 : Test de cytotoxicitfe du PEI50K 

Figure 7 : Efficacitfe de transfection du PEI50K en pr&senoe d'adjuvants 
10 Figure 8 :Efficadt6duFEI pour la transfection des cellules HeLa 

Figure 9 : Efficacite du PEI pour la transfection des cellules hepatiques et renales. 
Figure 10 : Efficacite du PEI pour le transfert d'ADN plasmidique dans les neurones 
eoihrycmnaires 

Figure 11 : Efficadte du PEI pour le transfert d'oligonucl6otides dans les neurones 
15 emfaryonnaires 

Hgure 12 : Eff icacitfe du PEI pour le transfert ADN in vivo 

RXFMPLE 1 - Plasmides utilises pour le transfert de genes in vivo 

Trois types de constructions ont ete utilis6es pour mettre en evidence 
I'activite des compo^ons de l^invendon : Des plasmides comportant le gdne codant 
20 pour la ludf&ase (Luc), des plasmides comportant le gbne codant pour la B- 
galactosidase (gfene LacZ) et des plasmides comportant le gene codant pour la 
chlcmmphenicol ace^l transE6rase (CAT). 

1.1. Plasmides compcnrtant le gene Imc 

Le plasmide pCMV-luc compcxte le {vomoteur du Cytcnnegalovirus (CNfV), 
25 extrait du plasmide vecteur pcDNA3 (Invitrogoi) par coupure avec les enzymes de 
restriction Mhi I et HindUI, situe en amont du gene codant pour la luciferase» insere 
aux sites Mlul et HindUI dans le vecteur pGL basic Vectcx* (Promega). 

Le plasmide pGL2-Luc est d*origine commerciale (Promega). 

Le plasmide T3RE-Luc contient un oligonucleotide syntfaetique 
30 correspondant k un element de r^ponse palindromique a ITiormone tfayroidienne (Glass 
etal.,Cell56 (1989)697), 
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1.2. Plasmides comportant le g^e LacZ 

Le plasmide pCMV-BGal (Qontech) comporte le promoteur CMV situS en 
amont du g&ie LacZ oodant pour la p-galactosidase d*Escherichia coli. Le vecteur 
pSV-nls LacZ (pAOnlsLacZ) comporte le mgrne promoteur, une s6quence de 
5 localisation nucl^aire (issue du virus SV40) localis6e en phase et en amont du gtee 
LacZ. Cette construction permet Teaqsession de la prot^ine de fusion nls-^ 
galactosidase dans le noyau des cellules (Cf De Luze et al.. PNAS 90 (1993) 7322). 

1.3. Plasmides comportant le CAT ^ 

Les plasmides ayant pour gine rapporteur le gbne codant pour la 
10 chlcHamph&iiool acfetyl transferase {CAT) sous contr61e des promoteurs RSV (pRSV- 
CAT) et SV40 (pSV40-CAT) ont fete publics OBoutiller et al., Prog. Neuro 
PhychoPharraacoL et Biol. Psychiat 16 (1992) 959; de Luze et al. PNAS 90 (1993) 
7322). 

KXFMPr.R 2 . 'Transfeit d*acide nuclfeique dans les f ihroblastes. 

15 Get exemple d^crit le transfert du plasmide pGL2-luc dans des fibroblastes 

3T3 au moyen de polyfethyltoe imine 800 000 Da. 

Protocole : Une solution 5375 fiM de PEI 800 K est prfeparee et le pH est 
ajuslS k 7 grfioe & une solution d'adde chlorfaydrique 1 N. Cette solution est utilisfee 
20 pour les experiences de transfert deques. 

Ptotocole de transfection : Les fibroblastes 3T3 sont ensemeno6es dans une 
boite 24 puits 24 heures avant la transfection (50»000 cellules par puits). EUes sont 
transfectfeesavec 2 |igde plasmide pGL2-Luc par puitsselonleim^^ : 

2 (ig de plamiide diffferents volumes de la solution 5375 \jM de 
25 PEI800 K (en foncticm du rapport d'fequivalent de diarges souhaitfe) sont dilufes 
sfepaifement dans 50 (il de Nacl 150 mM et m^langte. Apcis 10 minutes, les deux 
solutions sont rfeunies et homogfeneisfees. Apr&s une nouvelle pferiode de 10 minutes, 
900 ^1 de DMEM sont ajout^s. La solution ainsi obtenue est hcmiogeneisfee et aprte 
10 minutes, die est rgpartie sur les cellules prealablement rincfees avec du milieu 
30 DMEM sans s6rum. Au bout de 2 heures de transfection, 100 (d de SVF (sferum de 
veau foetal) est rajoute par puits. L'expression est airStfee 24 heures ai»§s. 
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Dosage de la lucif&ase. Pour oela, le sumageant a €te incube en presence 
d*un tampcm comprenant de la lucif6rine, du cc»izyme A et de TATP, et la lumidie 
emise (g^n&alement pendant 10 secondes) a 6t6 mesur6e avec un lununomdtre 
5 (Wood K, (1990) Promega Notes. 28). 

Les resultats obteaus sont pr^sentSs sur la figure 1. lis montrent que le PEI 
permet de transferer efficacement le plasmide pGL2-L4ic dans les fibroblastes. lis 
montrent 6galement que Factivitfe en unitfes lumifere relative (RLU = "relative light 
unit") est particuliferement bonne Icxsque Ton utilise entre 5 et 20 Equivalents 
1 0 damines du PEI par rapport aux phosphates de F ADN. Dans une exp&ience controle, 
le plasmide seul donne un signal de 100 RLU enviioa 

EXEMPLE 3 - Effet de la quantitfe ADN sur Teff icacit6 de la transf ectiwi 

Get exemple dtoit Teffet de la quantity d*acide nuclEique sur refficacit6 du 
transf ert dans les fibroblastes 3T3 par le PEI800IC 

15 Les fibroblastes 3T3 sont ensemenc6es dans tme boite 24 puits 24 heures 

avant la transfection (50» 000 cellules par puits). Elles sont transfect6es avec des 
quantites ccoissantes de plasmide pCMV-Luc par puits et tm rapport de charges 
constant (9 Equivalents) selcm le protocole decrit i»Ealablement Deux points ont EtE 
realises en complEtant la quantity de plasndde i deux (jg par puits par du plasmide 

20 pGEM (PROMEGA) ne ccmtenant pas le g&ie 6tudife. Au bout de 3 heures de 
transfection, 100 |il de s6rum SVF est rajout6 par puits. L'eTquession est arrgt^ 24 

Les r^tats obtenus sont represent^s sur la figure 2. 

L'efficacit6 de transection croit avec la quantit6 de plasmide utilisee Ic^ de 
25 la transfection. L'additron d'ADN porteur non transcrit (pGEM) n'a pas tfappCMt pour 
la transfection. 



F iX FlMP Tr^ 4 - Transfert d'acides nud^iques dans les fiteoblastes : Etude de 
rinfluence du rapport amines/phosphates. 
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Get exemple d6crit le transf ert d*acides nucl^iques dans les f ibroblastes a pH 
6 au moyen d'une composition selcm Tinvention comprenant Tacide nucleique et le 
PEI800K dans diffeients rapports R (amines/phosphates)* 

Protooole : Une solution 5*375 de PEI 800 K est pr^par6e et le pH est 
5 ajust6 i 6 grSoe i une soluticm d'acide chlcvfaydrique 1 N. Cette solution est utilis6e 
pour les experiences de transf ert de g&ies. 

Les fibroblastes 3T3 sont ensemeno^ dans une boite 24 puits 18 heures 
avant la transfection (50»000 cellules par puits). Elles sont transfecttes avec 2^ de 
plasmide pGL2-Luc par puits selon le protocole utilise dans Texemple 2. 

10 Les resultats obtenus sont pr&sentes sur la figure 3. Us montrent que les 

compositicms sekm Finvention sont particuli^rement Peaces dans toute une gamme 
de rapports R comjvise entre 6 et 22. 

F.yFMPLR S - Eff icacit^ de transfection en fonction du pH 

Get exemple dtoit le transfert d'addes nucl^iques dans les fibroblastes au 
15 moyen d'une composition selon Tinvention comprenant Tacide nucleique et le PEI 
800K, dans diff6rentes additions de pH. 

Le protocole utilis§ est identique k celui d§crit dans Texemple 2. Le pH est 
ajust6 par addition d*acide chlochydrique IN. 

Les r^suhats obtenus scmt pcesent&( sur la figure 4. Us montrent que les 
20 compositions selon Tinventton peuvent dtre utilisSes & differents pH et notamment 
dans des zones de pH physiologique (pH 5 -8). 

FYF!A4PLF/i . Comparaison de I'efficacitg de transfection du PEI et de la polylysine 

Get exemple decrit les rteultats comparatifs obtenus avec une composition 
selon I'invention et avec un autre polym^ cationique» la polylysine, pour le transfert 
25 d'addes nucl^ques dans les fitnoblastes. 



Protocole : La polylysine (PLL) utiliste dans cette exp&ience est de la 
polylysine, HBr de pdds moyen 50 K. La concentration finale en cMoroquine est 100 
^M.LePEIestipH6. 



wo 96/026S5 



PCT/FR95/00914 



14 

Pcotooole : Les fibroblastes 3T3 sont ensemenc6es dans une boite 24 puits 
18 heur^ avant la transfection (50,000 cellules par puits). Elles sont transfectees avec 
du plasmide pCMV-Luc selon le protooole utilise dans Texemple 2* Les cellules 
transf ect6es avec la PLL en presence de chloroquine sont rmc6es au bout de 2 heuies 
5 et mises dans du milieu avec 10 % de s§rum. L'esqpression est Bn&tke en 24 heuies 
aprte. 

Les i^sultats obtentis sont pr6sent6s sur la figure 5. lis d6montrent clairenoent 
que les compositions selon Finvention permettent de transf fecer des acides nucteiques 
dans les fihroblastes avec une efficadt^ bien superieure aux vecteurs polymferiques 
10 cationiques ant6rieurs tels que la polylysine. 

FYRMPT K7 - Comparaison de Tefficacitfi de transfection des Filwoblastes NIH 3T3 
par le PEI 50K et le PEI 800K 

Cet exemple decrit Vutilisation et la comparaison de deux polym^ces de PEI 
(PEI 50K et PEI 800K), pour le transfert tf acides nucl§iques dans les cellules. 

15 Protocole : Les cellules sont ensemenc6es 24 heures avant la transfection d 

50 000 cellules par puits de 16 mm. Elles sont transfectees avec le plasmide pCMV 
Luc complex^ avec le PEI, Le tappcxt d'6quivalent molaire amine de PEI/phosphate 
d*acide nucl6ique varie de 6 i 45 Equivalents. Pour chaque puit, on dilue separ^ent 
le PEI et 2 ^g dADN dans 50 ^1 NaCl (150 mM). Les solutions sont ensuite 

20 melangees, puis homogenis§es. Aprte 10 minutes, ce volume est ajout6 aux cellules. 
Apr6s 24 heures, les cellules sont iys§es. la solution de lyse centrifugee, ct le 
sumageant utilise pour doser TactivitS ludf^rase. Le dosage de prot§ine est effectu6 
sur tm aliquot de ce sumageant par le test de BCA. Uacdvite luciferase est exjMimte 
en unitg de lumiere (RLU)/10 secondes d'intSgration/mg de prot6ine. 

25 Les r^sultats obtenus sont present^s dans le tableau ci-dessous. 



R 


0 


6^ 


96q 


IMq 


456q 


PEI50K 
RLU/lOs/mgProt 


7100 


11000 


760 000 


12 000 000 


2450 000 
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PEI 800K 


6253 


200000 


16 700 000 


5 650 000 


525 000 


RLU/lOs/mgProt 













Ces i^sultats indiquent dakement que le PEI 50K poss^ des propri6t6s 
txansf ectantes ausid avantageuses que le PEI 800K. 



FXRMPLE 8 - Test de cvtotcwdcitfe du FEI 

Nous avons voulu ^tudier la toxicity feventuelle du PEI 50K sur des 
5 fihroblastes NIH3T3. Pour oette §tude, nous avons choisi le test MTT qui permet 
d'evaluer la capacity des cellules & rSduire le MTT t6trazolium, en MTT formazan, 
par Tenzyme mitochondriale. succinate deshydrog6nase. Le protocole de transfection 
est le meme que dans Fexemple 7 (la quantity d'ADN par puits reste fixe (2 jjg). le 
nomhre d'6qui valent molaire amine de PEl/phospate de T ADN varie de 9 ft 24) . Aprfes 
10 24 heuies de transfection, les cellules sont lavees trois fois avec du PBS, puis 
incubees pendant 90 minutes avec 0,05 mg/ral de MTT, Au terme de cette incubation, 
le milieu des cellules est filming, les cellules sont lavees tiois fois avec du PBS, puis 
dissoutes dans 1 ml de SDS 10 %, pendant 10 minutes. La density optique des 
echantillons est lue ft 540 nm. 

15 Les i^sultats sont pr&sent£s sur la figure 6. Us montrent que dans les 

conditions de notte 6tude le PEI 50K rfentraine pas de mcxtaUte significative pour les 
fibtoblastesNIH3T3. 

y^^^MPLE 9 - Utilisation tfun adj uvant pour am61iorer le pouvoir transf octant 

Get exemple dScrit futilisation de compositioiis selon Finvention comprenant 
20 un polymftre cationique ct un adjuvant Uadjuvant utilis6 est soit un lifttde neutre (la 
DOPE); soit une lipopolyamine (le DCXJS). 

Protocole : Ajout de la DOPE : 

Quatre rapports Equivalents molaires diamine de PEl/phosphate d*ADN ont 
et6 6tudi6s : 6, 9, 18 et 21, Pour diaque puit, 12 nanomoles de DOPE sont ajout6s au 
25 melange PEI et ADN. Cette solution est ensuiie utilis6e pour la transfection comme 
d6crit dans Texemple 7. 
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Ajout du DOGS : Pour chaque puit» 4 Equivalents molaires d*amine de 
DOGS/phosphate d*ADN (soit 6 nanomoles de DOGS pour 6 nanomoles de 
phosphates) sont ajout^ a la solution PEI avant r^tape de complexation avec FADN. 
La transfection est effectuee ensuite oomme d6crit dans Texemple 7. 

5 Les r&sultats obtenus sont pr6sent^ sur la figure 7. Us montrent clairement 

que I'ajout de la DOPE ou du DOGS permet daugment^ encore les ptopri6tees de 
transfection^ notamment pour des rapports d'6qtuvalents molaires damine de 
PEI/phosphats d' ADN f aibles, 

EXEMPLE 10 - Transfert de gdne dans les CeUules Hela 

10 Get exemple d6montre que les compositions selon Tinvention peuvent etre 

utilis6es pour le tran^ert de g^es dans diff^rents types cellulaires, et notamment 
dans les cellules de carcinome ut6rin Hela. 

Protocole : Les cellules Hela sont ensemmeno§e$ 24 heures avant la 
transection a 50,000 cellules par ptuts de 16 mm. Elles sont ensuite transfect^es avec 
15 le plasmide pCMV Luc complex^ soit avec le PEI soit avec la lipopolyamine 
(DOGS). Quatre rapports d*equivalents molaires diamine de PEI 50K ou de PEI 
BOOK/phosphate d'ADN ont eik 6tudi6 : 6, 9. 18. 21. La lipopolyamine est utilis§ i 8 
equivalents molaires d'amine^hosphate (12 nanonomoles de DOGS). 

Les r&sultats obtenus sont pr6sent6s sur la figure 8. Us montrent clairemrat 
20 que les compositions selon Tinvention comprenant un polymdre cationique 
eventuellement associd a un adjuvant, permettent de transfecter les cellules Hela de 
maniare beaucoup plus efficace que les systdmes anterieurs (la lipopolyamine. 
DOGS, notamment). 

EXEMPLE 11 - Transfert de g&ies dans differents types cellulaiies. 

25 Cet exemple montre encore que les compositicHis selon Tinvention peuvent 

gtre utilisees pour le transfert de g&ies dans des types ceUulaires trto varies, tels que 
les fibroblastes. les carcinomes ut^rins. les hepatocytomes ou des cellules de rein. 
Plus particulieremmt. cet exemple d6crit la transfecticm des cellules HepG2. K 562 et 
de cultures primaires de muscle lisse de lapin par le PEI k 9 Equivalents de charges et 

30 apH6. 
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Les cellules HepG 2 sont eiisemenc6es dans des boites 24 puits 24 heures 
avant la transfection (50,000 cellule par puits). EUes scmt transfectSes avec le 
plasmide pCMV-Luc selon Ic jwotocole dfecrit dans Texemple 2. Au bout de 4 heures 
de transection, 1 00 jil de serum S VF est rajoutfe par puits. L'ex[»essiQn est anetee 30 
5 heures aprte. 

Les cellules K 562 sont ensemenc6es dans des boites 24 puits, dans 0,5 ml 
de milieu RPMI sans s6rumuneheure avant transfection. Elles sont transfect§es avec 
du plasmide pCMV-Luc selon le protocole suivant : La quantity de plasmide dSsirge 
et le PEI sont dilues sfeparfement dans 50 111 de Nad 150 mM et m61ang6s. Aptis 10 
10 minutes, les deux solutions sont r&unies et homog6neis6es. Aprte une nouvelle 
pmode de 10 minutes, 400 ^1 de RPMI sont ajout6s. La solution ainsi obtenue est 
homog6neis6e et aprds 10 minutes elle est rfepartie sur les cellules. Au bout de 4 
heures de transfection, 100 |j1 de s&um SVF est rajoutfi par puits. Lexpression est 
arret6e 30 heures Bpds. 

15 Les cultures primaires de muscle lisse de lapin ont 6t6 pr&paries comme 

d6crit par Fallier-Becker. Les cellules ont ensuite £t6 transfect6es soit avec 1 (ig soit 
avec 2 Jig de plasmide pCMV-Luc complex^ avec le PEI (selon le protocole dkxit 
dans Texemple 7). Lexpression de la lucif6rase est arcSt6e 24 ou 48 heures aprfes la 
transfection. 

20 Les resultats obtenus sont pr6sent6s dans la figure 9. Us montrent clairement 

que les compositions selon Tinvention permettent la transfection efficace de types 
cellulaires tres varies et diff&nents. 

EXEMPLE 12 - Transf ert rf ADN plasmidique dans une culture primaire de neurones 
25 emtxyonaues : demonstration d*une activity biologtque. 

Les cultures primaires de neurones ont 6t6 pr6par§es comme d6crit par 
LezoualcTi ^ al. Aprfes 36 h, les cultures rat fetfe transfect6es avec 2 ng de plasmide 
TRE-Luc (comportant le gfene Luc sous oontrdle tf un 616ment de rfeponse i Wicxmone 
thyroidienne T3) et 0,5 Mg d'ADN carrier par puits. 

30 Deux conditions exp6rimentales ont €tib etudi6es : 
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- 9 Equivalents damines par rapport aux phosphates : Ipg de plasmide a etb 
introduit dans 2,28 yl d*une solution aqueuse de PEI800K 10(hnM» pH7. 

- 13 equivalents damines par rapport aux phosphates : Ifig de plasmide a 6te 
introduit dans 3,33 |j1 dWe solution aqueuse de PEI800K lOOmM, pH7. 

5 Prealablement a la complexation, le plasmide a ete diluS dans 50yl de NaCl 

15QmM, et le PEI a aussi et6 diiuS dans un deuxi^e aliquote de 50\j1 de NaQ 
ISOmM. Les solutions ont ensuite kte m^langees et a{^liqu6es sur les celltdes 
pendant Ih. Le milieur de transfection a ensuite 6t6 enlev6 et iemplao6 par du milieu 
de culture frais, avec ou sans T3 (InM). Apres 24h» les cellules omt ett lys6es, ta 
10 solution de lyse centrifug6e, et le sumageant utilis6 pour doser FactivitS lucif§fase. 

Les lesultats obtenus sont pr&sentes sur la figure 10. lis montrent clairement 
que les compositions selon Tinvention permettent de transferer de TADN dans les 
cellules neuronales, et que TADN ainsi transf6r6 est fonctionnel puisque son activity 
est amplifi6e en presence de T3. Dans re;q>erience contrdle effectuee en presence du 
15 plasmide seul, aucune activity luciferase n*a Et6 detects 

RXRMPLE 13 - Transf ert d'oligonucldotides antisens dans une culture primaire de 
neurones embryonaires. 

Les experiences ont ^tk r§alis6es sur des cultures primaires de neurones 
20 pr6par6es conune dans Texemple 12. Aprte 36 h, les cultures ont 6t6 transfectees avec 
2 d*oligonucl6otide antisens 18mer (ODN) complex^ avec 9 Equivalents diamines 
par rapport aux phosphates de PEISOOKL 

L'ODN utilis6 est dirigE contre une region du g^ codant pour le recepteur 
alpha des hormones thyioidiennes. Sa sequence est la suivante : 
25 5'-GCTGGGCTTCTGTrcCAT-3' 

Pour 4 puits de 250(41 de milieu de culture, les produits suivants ont EtE 

utilises : 

- 8 ^1 d'une solution d*ODN & 0,25mM diluEs dans 10(j1 de NaCl ISOmM. et, 

- 20,8 ^1 d*une solution aqueuse de PEI800K 12 mM, pH7, pr6alablement 
30 diluEs dans im deuxiEme aliquot de 51,2 \j1 de NaCl 15QmM. 

Les solutions ont ensuite m61ang6es et 20|il du melange ont EtE appliquEs 
sur les cellules pendant 45min. Le milieu de transfection a ensuite et& enleve et 
remplace par du milieu de culture frais. Les cellules ont ensuite 6t6 fixbes dans une 
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solution de parafonnald6hyde 4%, rincees, montees dans du Mowiol, et examinees au 
miccosoope a fluorescence. 

Les i^sultats obtenus sent pr6sent6s sur la figure 11, Us monlrent clairement 
5 que les compositions selon Tinvention pennettent de transferer des oligonucleotides 
antisens dans les cellules neuronales. Dai^ rexp&ience contrdle effectu^e en 
presence de ToUgonuclfotide seul, aucune fluorescence n*a 6t6 d6tect6e. 

pyRMPT R 14 - Utilisation des compositions de Tinvention pour le transf ert rfacides 
nucl6iques in vivo, dans le cerveau de souris nouveau-nees. 

10 Get exemple d6crit le transfert du plasmide pCMV-Luc in vivo, dans le 

cerveau de souris nouveau-nfies. II d6montre les propri6tes particulierement 
avantageuses des compo^tions selon Tinvention, notanunent pour des applications de 
then^ie genique. 

30 Mg plamiide pCMV-luc (7.5 ^I d'une solution stock i 4{igfyl) ont 6t£ 
15 dilu6s dans 22,5 \ji de glucose 5% si£rile (concentration finale de 1 \xg/\dh Ensuite. 
8,5 Ml de PEI800K 100 mM (pr6par6 dans Veau et tamponfe k pH 6,9) ont 6t6 ajout6s. 
La composition ainsi obtenue ccmtient done 9 equivalents diamines par rapport aux 
phosphates. 

Le melange a 6t6 vortex^ rapidement et utilise pour des injections 
20 intrac^tn^es chez des souris nouveau-n6es. Pour oela, les souris ont et& 
anestfa^ees par le froid ^lactes sur une feuille d'alumintum en contact avec de la 
glace), puis 2 (il de melange (2 ^g d*acide nud^ue) ont 6t& inject^ par souris. Les 
injections ont 6t6 realis§es dans le cortex, k Taide d'un micromanipulateur et une 
microseringue relives ft une micro£lectrode« 
25 Les cerveaux ont %t& pct&Ievte 48 heures plus tard, h(miog6i^is65, centrifuge 

et le sumageant utilise pour le dosage de la lucif frase. Pour cela, le sumageant a 6t6 
incube en pr&sence d'un tampon comprenant de la lucifSrine, du coenzyme A et de 
r ATP, et la lurm^re 6mise (gte^ement pendant 10 seccmdes) a St6 mesurge avec un 
luminom^tie (Wood K. (1990) Ptomega Notes, 28). 
30 Les t^ultats obtenus sont pc6sent6s sur la figure 12. Us montrent clairement 

que les compositions permettent de transf efficacement le plasmide dans le oervau 
des souris alors qu'aucune activity lucif<§rase significative n'est obsenree lorsque le 
transfert est r6alis6 au moyen du plasmide seul. 
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RFVRNDTCATIQNS 

1. CompositiQn comprenant au moins un adde nucl6ique et un polym^ 
cationique de f ocmule geni6rale (I) : 

Xn.(CH2) X 

* 5 dans laqtielle 

- R peut 6tre tin atome dliydrogene ou un groupe de formule 

r 1 

q 

10 - n est un nombce entier compris entre 2 et 10; 

- p et q sont des nombres entiers, 

etant entendu que la scmme p+q est telle que le poids niolSculake moyen du polymdre 
soit compris entre 100 et 10^. 

2. Composition selon la revendication 1 caiact^risee en ce que, dans la 
15 formule (I), n est compris entre 2 et 5. 

3. Composition selon les tevendications 1 ou 2 caracterisee en oe que le 
polymere possMe un poids mol6culaire moyen compris entre 10^ et 5.10^. 

4. Con^x>sition selon IHtne des revendications 1 & 3 caract§ris6e en ce que le 
polymdre est choisi parmi le polyethylene imine (PED et polypropylme imine (PPI), 

20 5. Compositicm selon la revendication 4 caract§ris§e en oe que le polymdre est 

choisi parmi le polyethylene imine de poids mol6culaire moyen 50 000 (PEI50K) et le 
polyethylene imine de poids moieculaire moyen 800 000 (PEI800K). 

6. Composition selon IWe des revendications prgoedentes caracterisee en ce 
que les proportions respectives du polymere ei^ de Fadde nudeique sont chcMsies de 
25 sc^e que le rapport R amines du polymere / phosphates de Tadde nucleique soit 
comics entre 0,5 et 50. 
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7. Composition selon la revendicadon 6 cafact6ris6e en ce qiie le rapport R 
est oompris entre 2 et 50 . 

8. Con^)osition selon la revendication 7 caract6ris6e en oe quo le rapport R 
est ocHnpris entre 5 et 30. 

5 9. Compositions selon IHine des revendications prgo6dentes carad&is^e en ce 

qu'elle oomprend en plus tin ou pltisieurs adjuvants capables de s*associer au 
complexe polym^re/acide nucl6ique et d*am61iorer le pouvoir transf ectant 

10* Composition selon la revendication 9 caract6ris6e en oe que Tadjuvant est 
choisi parmi les lipides, prot6ines» lipopolyamines et polym&res synthgtiques. 

10 11. Composition selon la revoidication 10 caract6ris6e en ce que Tadjuvant 

est un lipide cationique. 

12. Composition selon la revendication 11 caract£ris6e en ce que le lipide 
cationique est une ou plusieurs lipopolyamines. 

15 13. Composition selon la revendication 12 caract6ris6e en ce que la 

lipopolyamine rSpond & la focmule g6n6rale H2N-(-(CH)|||-NH-)l-H dans laquelle m 
est un nombce entier sup6rieur ou £gal a 2 et 1 est un nombre entier sup&ieur ou 6gal a 
1, m pouvant varier entre les diff6rents gcoupes de carbone oompris entre deux amines. 

20 14. Composition selon la revendication 13 caract£ris6e en ce que la 

lipopolyamine est cfaoisie parmi la dioctad6cylamidqglyc^ spmnine (DOGS) ou la 5- 
caibojiyspennylamide de la palmitoy^bosphatidyle&anolamine (DFPES). 

15. Composition selon la revendication 10 caract£ris6e en ce que Tadjuvant 
est un ou plusieurs lipides neutres. 

25 16. Composition selon la revendication 15 caract£ris6e en ce que le ou les 

lipides neutres sont choisis parmi les lipides synthetiques ou naturels, zwitterioniques 
ou depourvus de diarge ionique dans les conditions physiologiques. 

17. Composition sekm la revendication 16 caractferisee en oe que le ou les 
lipides neutres sont des lipides i 2 chaines grasses. 
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18* Composition selon la revaidication 16 caractfaisee en ce que le ou les 
lipides neutces scmt choisis panni la dioleoylphosphattdylStfaanolamine (DOPE), 
Toleoyl-palnutoylphos-phatidyl^thanolanune (POPE), le di-st^atoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidyl6thanolaniine ainsi que leurs d&iv6 N-fn6thyl6s 1^3 f ois; les 
5 phosphatidylglycfetols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycSrols, les 
o^bcosides (tels que notanunent les galactocerebcosides), les sphingolipides (tels 
que notanunent les sphingomySlines) et les asialogangliosides (tels que notamment 
les asialoGMl et GM2). 

19. Conoposition selon la revendication 1 caract6risee en ce que Fadde 
1 0 micleique est un acide d^?^bQnucl6ique. 

20. Conqx>sition selon la revendication 1 caracteriste en ce que Tadde 
nucleique est un adde ribonucleique. 

21. Compositioi selon la revendication 19 ou 20 caracteris6e en ce que Tacide 
nucl6ique est modifi6 chimiquement 

15 22. Composition selon la revendication 19 k 21 caracterisee en ce que Tacide 

nucleique est un antisens. 

23* Composition selon l*une des revendications 19 & 22 caracterisee en ce qtie 
Tacide nucl6ique ccmporte un gene therapeutique. 

24. Composition selon la revendication 9 caracterisee en ce qu'elle oomprrad 
20 de 0,1 i 20 Equivalents molaires d*adjuvant pour 1 Equivalent molaire de phosphates 

de Tacide nuclEique, et, plus prEfErentiellement, de 1 i 5. 

25. Composition selon IWe quelconque des revendications precEdentes 
caractEnsee en ce qu*elle oomprend tm 616ment de ciblage. 

26. Composition selon la revendication 25 caract6risee en ce que Felement de 
25 ciblage est constituE par un sucre et/ou un peptide, tel que un anticorps ou fragment 

d'anticorps, un ligand de r§cepteur cellulaire ou tm fragment de celui-ci, ou un 
recepteur ou fragment de r&cepteur. 

27. Composition selon la revendication 25 ou 26 caract§ris6e en ce que 
rglEment de ciblage est 116 de manidre covalent au polym&re de f onmde (I). 
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28. Composition selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes 
caract§ris6e en oe qu'elle comptend un v6hicule phannaceutiquement acceptable pour 
une formulation injectable. 

29. Composition selon Tune quelconque des revendications ix€c6dentes 
5 caract6ris6e en oe qu*elle comprend un v6hicule phamiaoeutiquement acceptable pour 

une application sur la peau et/ou les muqueuses. 



30. Utilisation d'un polymere cationique tel que d^ni dans la revendication 1 
pour le transfert d'acides nudeiques dans les cellules. 




Figure 1 



wo 96/02655 



2/12 



PCT/FR95/00914 



le+07 - 



0* 



r le+07 



le+06 I 



o 



le+04 



le+03 - 



le+02 




;|:nil5:lh!Hj 

liilliiiiii 



ii 

|ijj|;t:iti!| 




mM 



pa 



a:":ii'ii:-cr; 



:;r!:rHrMr: 



it:'i«*»;**rfi 
.rj.r:.:*:.:*;, 
:!!■:::•:::•:«*; 
.t'M*!. !•;.;•!, 



r le+06 



r le+05 



r le+04 



- lc+03 



lc+02 



Figurs 2 



wo 96/02655 



PCT/FR95/00914 



3/12 



a\ to 




Figure 3 



wo 



96/02655 



PCT/FR95/00914 



4/12 



1 e+06 



le+05 



a 

P. 

a 



«Q 

o 



le+04 



S 1e+03 



le+OZ - 



ii:::t: 



-: m:;:: 



iiun 



IN::- 



lit 



»::t 
II ti: 

nil; 



IWii 



pH 5 



pH 6 



<lg§ 



t 



pH 7 



Figure 4 



wo 96/02655 



PCT/FR95/0»914 



5/12 



.s 

o 
u 



(A 
O 



i 



le+07 - 



le+06 - 



le-rGS - 



D 

60 
=1 
CM 



1 



::H!:BHUH 



.s 

g- 

p 



+ 

Q 
to 

G4 



bO 
O 

cr 



1 



nnin::::: 

Oiili. 



Sunt 
:ni:t 



it;:u;:;t:]t 



00 

n 



cr 

On 
•—I 
UJ 
Cu 

lilT 

lliiiyii 



lliii 

;K:i;Rin::: 

iiiifHtliji 



MM 



::::: 



;;i:tts::::: 



Q 
60 

:i 

CM 

cr 
i3 

jH3i||«|j 



ill 



iliiii 



:rtiii:i:::i 



inilll!; 

•HHi::::::: 



K;;t:::::; 



::K:nm»: 

iiiiiniiii 
iliyiHli:!! 



< 

Q 



cr 

On 



i«n«i: 



lllll 
ttttut:; 



ri::t::::ij:: 

ililiiilliii 



tit:::t|::; 



k::::::: 
t:ti::;:i:: 
K£::tt:::: 
.t:t:nii::- 



::t:tini:::: 
:tu»u::::: 



IliliyHi! 



t:::;:n::: 
i::iir!::: 



Figure 5 



wo 96/026SS 



6/12 



PCT/FR95/00914 




Figure 6: Test de cytotoxicite du PEI 50 K 
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Figure 10 
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